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Be s chre ibung 



KAPAZITIVES BIOSENSOR— ELEMENT UND VERFAHREN ZUM DETEKTIEREN VON HYBRIDISIERUNGS- 
EREIGNISSEN 



Die Erfindung betrifft ein Sensor-Element, ein Sensor-Array 
und ein Verfahren zum Erfassen von in einem Analyten 
moglicherweise enthaltenen Partikeln. 

10 Aus dem Stand der Technik sind Impedanzsensoren fur die 

Biosensorik bekannt, siehe [1] bis [8] , deren Messprinzip auf 
der Veranderung der Impedanz einer Sonde in Gegenwart zu 
erfassender Partikel beruht . 

15 Im Weiteren wird bezugnehmend auf Fig.l ein aus dem Stand der 
Technik bekannter DNA-Sensor beschrieben. 



Bei dem in Fig.l gezeigten Biosensor-Element 100 sind auf 
einem Substrat 101 eine erste Elektrode 102 aus Gold und eine 

20 zweite Elektrode 103 aus Gold gebildet. Die erste und zweite 
Elektrode 102, 103 sind als Interdigitalelektroden 
realisiert, d.h. als fingerformig ineinandergreif ende 
Elektrodenstrukturen. In Fig.l ist eine Draufsicht des 
Biosensor-Elements 100 und eine Querschnittsansicht gezeigt, 

25 aufgenommen entlang einer Schnittlinie I-I 1 . 

Im Weiteren wird bezugnehmend auf Fig.2A, Fig.2B die 
Funktionalitat des Biosensor-Elements 100 anhand einer 
Betrachtung eines vergrofierten Teilbereichs 104 des 
3 0 Biosensor-Elements 100 naher beschrieben. 



In Fig.2A, Fig.2B ist gezeigt, dass auf den Elektroden 102, 
103 jeweils Fangermolekule 200 immobilisiert sind. Die 
Fangermolekule 200 sind DNA-Halbstrange. Als Material fur die 
35 Elektroden 102, 103 wird haufig Gold verwendet, da in diesem 
Falle das Anbinden von FSngermolekulen 200 an die Gold- 
Elektroden 102, 103 mittels einer Bindung zwischen Thiol- 
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Endgruppen (SH) der Fangermolekule 2 00 und dem Gold-Material 
der Elektroden 102, 103 aufgrund der chemisch giinstigen Gold- 
Schwef el-Bindung gut realisierbar ist. 

5 Zum Erfassen von in einem Analyten 201 mdglicherweise . 

enthaltenen Partikeln 203 wird ein solcher Analyt 201 mit dem 
Biosensor-Element 100 in Wirkkontakt gebracht. Im Falle des 
in diesem Beispiel beschriebenen DNA-Sensors sind die zu 
erfassenden in dem Analyten 201 nidglicherweise enthaltenen 

10 Partikel 203 ebenfalls DNA-Halbstrange . Der Analyt 201 ist 

haufig eine elektrolytische Losung, die auf das Vorhandensein 
zu erfassender Partikel 203 untersucht werden soli. Eine 
Hybridisierung zwischen Fangermolektilen 200 und zu 
erfassenden Partikeln 2 03 erfolgt nur dann, wenn 

15 Fangermolekule 200 und zu erfassende Partikel 203 gemafi dem 
Schrcissel-Schloss-Prinzip zueinander passen (siehe Fig.2B) . 
Als Hybridisierung wird eine Anbindung der DNA-Halbstrange an 
die Fangermolekule 200 bezeichnet. Sind FSngermoleki&ie 200 
und zu erfassende Partikel 203 zueinander nicht komplementar , 

20 d.h. passen die Basensequenzen der DNA-Halbstrange 200, 203 
nicht zueinander, so erfolgt keine Hybridisierung (siehe 
Fig.2A) . Die Spezifitat des Biosensor-Elements 100 leitet 
sich somit aus der Spezifitat der Fangermolekule 200 zum 
Hybridisieren mit ganz speziellen zu erfassenden Partikeln 

25 203 ab. 

Zum Erfassen der Partikel 203 wird als elektrischer Parameter 
bei dem Biosensor-Element 100 die Impedanz Z 202 zwischen den 
Elektroden 102, 103 erf asst. Im Falle erfolgter 

30 Hybridisierung &ndert sich der Wert der Impedanz, da 

Fangermolekule 200 und zu erfassende Partikel 203 als DNA- 
Halbstrange jeweils relativ schlecht elektrisch leitfahig 
sind und nach der Hybridisierung das Volumen des relativ gut 
elektrisch leitfahigen elektrolytischen Analyten 201 aus dem 

35 die Elektroden 102, 103 umgebenen Volumen verdrangen. Eine 
Ver&nderung des Werts der Impedanz kann somit als 
Sensorereignis interpretiert werden. 
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In Fig. 3 ist nochmals ein Teil des Biosensor-Elements 100 mit 
seinem Teilbereich 104 gezeigt. In Fig. 3 sind ferner VerlSufe 
elektrischer Feldlinien 3 01 zwischen den 
5 Interdigitalelektroden 102, 103 gezeigt, wenn an diese eine 
elektrische Spaxmung zum Betreiben des Biosensor-Elements 100 
angelegt ist. In Fig. 3 sind Umgebungsbereiche 300 der 
Elektroden 103, 102 eingezeichnet , in welchen sich nach 
erfolgtem Hybridisierungsereignis die elektrischen 

10 Eigenschaf ten aufgrund der Anwesenheit relativ schlecht 

elektrisch leitfahiger zu erfassender Partikel 2 03 besonders 
stark andern. Fig. 3 ist ferner zu entnehmen, dass die 
Verlaufe der elektrischen Feldlinien 3 00 bei einer 
Interdigitalelektroden- Anordnung geinafi Fig.l Symmetrielinien 

15 302 aufweisen und sich periodisch wiederholen. Daher ist im 
Weiteren eine Betrachtung von nur zwei benachbarten 
Elektroden 102, 103 gerechtf ertigt . 

In Fig.4A ist fur den Teilbereich 104 ein erstes 

20 Ersatzschaltbild 400 gezeigt, in welchem die Komponenten des 
Biosensor-Elements 100 in Form schaltungstechnischer 
konzentrierter Komponenten model liert sind. Aus 
schaltungstechnischer Sicht enthalt das Biosensor-Element 100. 
eine zweite Elektrode-Elektrolyt-Kapazitat 401 C M zwischen 

25 zweiter Elektrode 103 und dem elektrolytischen Analyten 201. 
Ferner ist, parallel geschaltet zu der zwei ten Elektrode- 
Elektrolyt-Kapazitat 401, ein zweiter Elektrode-Elektrolyt- 
Widerstand 402 Rm (ohmscher Widerstand) gezeigt. In Reihe zu 
den parallel geschalteten Komponenten 401, 402 sind die 

3 0 parallelgeschalteten Komponenten Elektrolyt-Kapazitat 403 C E 
und Elektrolyt-Widerstand 404 R E (ohmscher Widerstand) , 
mittels welcher die elektrischen Eigenschaf ten des 
elektrolytischen Analyten 201 modelliert werden, geschaltet. 
Die Parallelschaltung der Komponenten 403, 404 ist in Reihe 

3 5 mit einer Parallelschaltung aus einer ersten Elektrode- 
Elektrolyt-Kapazitat 405 C M und einem ersten Elektrode- 
Elektrolyt -Wider stand 406 R M (ohmscher Widerstand) 
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geschaltet. Bei einer theoretischen Beschreibung eines 
solchen Biosensor-Elements 100 wird haufig davon ausgegangen, 
dass sich in erster Linie nur die Werte der Komponenten C M 
und R M im Falle einer Hybridisierung andern (Komponenten 401, 
402, 405, 406, siehe Fig . 4A) . 

Da sich jedoch nicht nur die Elektroden- Impedanzen aufgrund 
der hybridisierungsbedingten Anderungen der elektrischen 
Eigenschaf ten in unmittelbarer Nahe der Elektroden 103, 102 
andern, sondern auch die Eigenschaf ten eines 
grenzf lachennahen Volumens der Elektroden 103, 102 (siehe 
Umgebungsbereiche 300 in Fig. 3), kann zur noch genaueren 
Beschreibung des Biosensor-Elements 100 das zweite 
Ersatzschaltbild 410 aus Fig.4B verwendet werden. Bei dem 
zweiten Ersatzschaltbild 410 sind auch die den Elektrolyt 201 
kennzeichnenden Elemente C E und R E als infolge einer 
Hybridisierung ver&nderliche GroJSen dargestellt. 

Urn bei dem Biosensor-Element 100 den Wert der Impedanz 
messtechnisch zu erfassen, wird zum Beispiel an eine der 
Elektroden 103, 102 mittels einer Wechselspannungsquelle 500 
eine Wechselspannung V angelegt, wie in Fig.SA gezeigt. Ein 
Anschluss der Wechselspannungsquelle 500 und ein Anschluss 
der Komponenten 401, 402 ist auf das elektrische 
Massepotential 504 gebracht. Ferner wird ein aus der 
Wechselspannung an den Elektroden 103, 102 resultierendes 
Wechselstromsignal I mittels einer Stromerf asseinheit 501 
ausgewertet. Alternativ kann auch an beide Elektroden 103, 
102 jeweils ein Signal, d.h. eine elektrische Spannung, 
angelegt werden. In diesem Falle sind diese Signale dann 
gegenphasig zueinander. 

In Fig. 5B ist ein Szenario gezeigt, bei dem die Kapazitaten 

401, - 405 als identisch und bei dem die ohmschen Widerstande 

402, 406 als identisch angenommen sind. In diesem Fall sind 
die Kapazitaten 401, 405 zu einer effektiven Elektrode- 
Elektrolyt-Kapazitat 502 und sind die Komponenten 402, 406 zu 
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einem effektiven Elektrode-Elektrolyt-Wi der stand 503 
(ohmscher Widerstand) zusammengefasst. 

In Fig.5A, Fig.SB sind die Komponenten C E und R E als nicht 
veranderliche elektrische Parameter dargestellt. Sofern deren 
Anderung infolge einer Hybrid! sierung miterfasst werden soil, 
ergeben sich die in Fig.5C bzw. Fig,5D gezeigten 
Darstellungen mit infolge einer Hybridisierung verander lichen 
Komponenten 403, 404. 

Ein in Fig.l gezeigter Abstand d zwischen den Elektroden 102, 
103 liegt typischerweise im Sub-Mikrometer-Bereich. Ein 
Biosensor-Element 100 kann (wie in Fig.l gezeigt) im 
Wesentlichen rechteckig vorgesehen sein. In [2], [9] und [10] 
sind kreisformige Anordnungen beschrieben, was aus Grunden 
der Fluidik gunstig sein kann (fur den Spotting-Prozess beim 
Aufbringen der Fangermolekule auf die Elektroden 102, 103) . 
Die au£eren Abmessungen 1 (siehe Fig.l) bzw. der Durchmesser 
eines Biosensor-Elements liegt typischerweise im Bereich 
zwischen weniger als 100 Mikrometern und einigen zehn 
Millimetern. 

Fur die anregende Wechselspannung V der 
Wechselspannungsquelle 500 gilt, dass diese einen 
Scheitelwert aufweisen sollte, der einen bestimmten 
Maximalwert nicht uberschreiten sollte. Bei tfberschreitung 
eines solchen Maximalwertes sind die biochemischen bzw. 
elektrochemischen Bedingungen nicht mehr erfullt, welche fur 
den Betrieb eines Biosensor-Elements 100 erf order lich sind. 
Ubersteigt das Elektrodenpotential einen bestimmten Wert, so 
kdnnen bestimmte Stoffe an einer Elektrode oxidiert werden. 
Unterschreitet das elektrische Potential einen anderen 
Schwellwert, werden an der Elektrode Stoffe reduziert. Eine 
unerwunschte Oxidation bzw. Reduktion kann unter anderem dazu 
fuhren, dass die chemischen Bindungen, die bei der 
Immobili sierung und Hybridisierung eingegangen werden konnen, 
aufgebrochen werden. Ferner kann an den Sensor-Elektroden 
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102, 103 Elektrolyse einsetzen, wobei die Elektrolyseprodukte 
das fur den Betrieb der Sensoren erf orderliche chemische 
Milieu aus dem Gleichgeweicht bringen. Die Absolutwerte der 
kritischen Potentiale resultieren aus der Zusainmensetzung und 
den Konzentrationsverhaitnissen der chemischen Umgebung der 
Elektroden (Immobilisierungsschicht , Analyt, etc.) . 

Typische Werte fur die anregende Spannung liegen im Bereich 
einiger 10 mV bis in den Bereich um 100 mV. Die GroSe des 
resultierenden Messsignals (z.B. elektrischer Strom) ist 
naherungsweise direkt proportional zu der angelegten 
Spannung . 

Haufig ist man daran interessiert , nicht nur einen Test mit 
einem Sensor durchzufuhren, sondern viele Tests an einer 
gegebenen Probe, dem Analyten 201, zeitlich parallel. Auf 
einem Chip realisierbare miniaturisierte Bio-/Chemosensor- 
Arrays dienen dem Parallelnachweis unterschiedlicher zu 
erfassender Partikel 203 in dem zu untersuchenden Analyten 
201. Die Vielzahl elektrischer Sensor-Elemente ist in grower 
Zahl auf einem Chip aus Glas, Plastik, Silizium oder einem 
anderen Substrat-Material angeordnet. Es ergeben sich fur 
derartige Sensor-Array-Chips einschliefilich entsprechender 
Auswertesysteme vielfaltige Anwendungen in der medizinischen 
Diagnosetechnik, in der Pharmaindustrie, z.B. fur das Pharma- 
Screening ("High Throughput Screening", HTS) , in der 
chemischen Industrie, in der Lebensmittelanalytik, in der 
Umwelt- und Lebensmitteltechnik und -analytik, etc. 

Die beschriebenen, aus dem Stand der Technik bekannten 
Sensor-Elemente weisen haufig den Nachteil einer geringen 
Sensitivitat im Bereich der Molekiil- bzw. DNA-Sensorik auf. 
Dies wird anhand der Darstellung in Fig.6A, Fig.6B erklart. 
Die laterale Ausdehnung d atra nd der doppelstrangigen DNA nach 
der Hybridisierung (vgl. Fig.6B) ist zwar gr6Ser als die von 
einzelstrangiger DNA (vgl. Fig.6A), allerdings haufig klein 
gegen den Abstand d foot print benachbarter Molekule voneinander. 
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Daher sind die elektrischen Eigenschaf ten des betrachteten 
Volumens im Wesentlichen von den Eigenschaf ten des 
Elektrolyten 2 01 und nur in geringfugiger Weise von den 
Eigenschaf ten der Molekule 200, 203 bestimmt. Die geringere 
5 Sensitivitat bekannter Sensor-Elemente beruht ferner haufig 
darauf , dass die DNA-Molekule unabhangig von der Tatsache, ob 
eine Hybridisierung stattgefunden hat oder nicht, von den zu 
der LeitfShigkeit des umgebenden Elektrolyten beitragenden 
Ionen durchsetzt sind. 

10 

Im Weiteren wird bezugnehinend auf Fig.7A, Fig.7B beschrieben, 
wie dieses Problem gema£ [4] verringert werden soil. In [4] 
wird vorgeschlagen, die Breite der Elektroden 102, 103 und 
die Abstande der Elektroden 102 , 103 voneinander moglichst 
15 gering zu wahlen ( typischerweise 2 00 Nanometer und darunter, 
bis zu der GroBenordnung der Molekule 200, 203) . In diesem 
Fall wird eine hohere Sensitivitat erwartet, da die Dichte 
der Feldlinien 3 01, welche durch das relevante Vo lumen 300 
verlaufen, in dem die Hybridisierung stattfindet, wesentlich 

2 0 groSer ist, als im Falle gro^erer Elektrodenbreiten und 

-abstande. In Fig.7A ist ein Biosensor-Element mit relativ 
groSem Elektrodenabstand und -breite gezeigt, bei dem in 
Fig.7B gezeigten Biosensor-Element sind Elektrodenabstand und 
-breite verringert. 

25 

Allerdings wird durch das Verringern der Elektrodenbreite und 
der ElektrodenabstSnde das Problem einer zu geringen 
Volumenbesetzung nur ungeniigend gel6st. Ferner ist zu 
berucksichtigen, dass zwar Apparaturen fur die Prozessierung 

3 0 sehr geringer Strukturbreiten von der modernen 

Mikroelektronik bereitgestellt sind, allerdings sind diese 
sehr teuer und fur die Standard-Metalle (Kupfer, Aluminium, 
Wolfram) in der Mikroelektronik optimiert. Die 
Elektronenstrahl-Lithograf ie, welche die Erzeugung noch 
35 geringerer Strukturbreiten als mit den heute tiblichen 

Standard-Lithograf ieverfahren erlaubt, gestattet lediglich 
eine sequenzielle Abarbeitung der geforderten Strukturen und 
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keine zeitlich parallele Prozessiemng und ist somit aus 
Kostengrunden ebenfalls ungeeignet. 

Aus [11] ist bekannt, zu erfassende Partikel in einem 
5 Analyten mit kleinen Metallkiigelchen als Label zu versehen. 
Derartige Metallkiigelchen werden aus Materialien wie Gold 
oder Silber hergestellt und init Durchmessern einiger 
Nanometer verwendet . Bei dem aus [11] bekannten Verfahren zum 
Detektieren von DNA-Halbstrangen werden Fangermolekule an 

10 einem Oberf lachenbereich zwischen zwei Elektroden 

immobilisiert . Molekule der zu detektierenden Substanz werden 
mit den Gold-Labeln versehen. Dann wird die Probe mit dem 
Sensor-Element in Wirkkontakt gebracht. Nach einem erfolgten 
Hybridisierungsereignis sind in dem Bereich zwischen den 

15 Elektroden auch die elektrisch gut leitenden Metallkiigelchen 
angeordnet . GemaS [11] muss nach einem erfolgten 
Hybridisierungsereignis eine Silber-haltige Losung mit den 
aufgrund der Hybridisierung generierten Doppelstrangen in 
Wirkkontakt gebracht wird, wodurch Zwischenbereiche zwischen 

2 0 benachbarten Metallkiigelchen mit Silber-Material iiberbriickt 
werden, so dass eine elektrisch leitfahige Brucke zwischen 
den beiden Elektroden erzeugt wird. Dadurch wird der Wert des 
ohmschen Widerstands zwischen den beiden Elektroden deutlich 
geandert, welcher als MaS fur das Hybridisierungsereignis 

25 messtechnisch detektiert wird. 

Allerdings weist der aus [11] bekannte Sensor den Nachteil 
auf, dass das Herstellen einer elektrisch leitfahigen Brucke 
unter Verwendung von Metallkiigelchen und der zusatzliche 
30 Verf ahrensschritt des Oberbruckens benachbarter Gold-Label 
mit Silber-Material aufwandig und technisch schwierig ist. 

[12] offenbart eine Biochip-Anordnung mit einem Substrat, mit 
mindestens einem auf oder in dem Substrat angeordneten Sensor 
35 und mit einer elektrisch leitfahigen Permeationsschicht . 
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Der Erfindung liegt insbesondere das Problem zugrunde, ein 
Sensor-Element, ein Sensor-Array und ein Verfahren zum 
Erfassen von in einem Analyten moglicherweise enthaltenen 
Partikeln bereitzustellen, bei denen es mit verringertem 
Aufwand moglich ist, zu erfassende Partikel mit hoher 
Nachweissensitivitat zu erfassen. 

Das Problem wird durch ein Sensor-Element, durch ein Sensor- 
Array und durch ein Verfahren zum Erfassen in einem Analyten 
moglicherweise enthaltenen Partikeln mit den Merkmalen gema£ 
den unabhangigen Patentanspruchen gelost. 

Das erf indungsgema&e Sensor-Element zum Erfassen von in einem 
Analyten moglicherweise enthaltenen Partikeln enthalt ein 
Substrat, mindestens zwei Elektroden in und/oder auf dem 
Substrat und an einem Oberf lachenbereich des Substrats 
immobilisierte F&ngermolekule . Diese sind derart 
eingerichtet, dass sie mit in einem Analyten mSglicherweise 
enthaltenen zu erfassenden Partikel hybridisieren, welche 
Partikel ein Label aufweisen, das von dem Analyten 
unterschiedliche elektrische Eigenschaf ten aufweist. Ferner 
enthalt das Sensor-Element eine mit den Elektroden gekoppelte 
Erfass-Einrichtung zum Erfassen einer Veranderung des 
kapazitiven Anteils der Impedanz zwischen den Elektroden 
aufgrund infolge eines Hybridisierungsereignisses in einem 
Umgebungsbereich der Elektroden befindlicher Label. 

Das erf indungsgemafie Sensor-Array enthalt eine Mehrzahl von 
in und/oder auf dem Substrat gebildeten Sensor-Elementen mit 
den oben beschrieben Merkmalen. 

Bei dem erf indungsgemafcen Verfahren zum Erfassen von in einem 
Analyten moglicherweise enthaltenen Partikeln wird ein 
Sensor-Element mit den oben beschriebenen Merkmalen 
verwendet . Gemafi dem Verfahren wird der Analyt mit den an dem 
Oberf lachenbereich des Substrats immobilisierten 
Fangermolekulen in Wirkkontakt gebracht derart, dass die 
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Fangermolekule mit in dem Analyten moglicherweise enthaltenen 
zu erfassenden Partikeln hybridisieren. Die Partikel weisen 
ein Label auf , das von dem Analyten unterschiedliche 
elektrische Eigenschaf ten aufweist. Ferner wird mittels der 
5 mit den Elektroden gekoppelten Erf ass-Einrichtung eine 

Veranderung des kapazitiven Anteils der Impedanz zwischen den 
Elektroden aufgrund infolge eines Hybridisierungsereignisses 
in einem Umgebungsbereich der Elektroden bef indlicher Label 
erf asst . 

10 

Anschaulich kann eine Grundidee der Erfindung darin gesehen 
werden, dass bei dem erf indungsgemaSen Sens or- Element die 
Nachweissensitivitat aufgrund der Verwendung von zu 
erfassenden Partikeln mit einem Label mit zu dem Analyten 

15 unterschiedlichen elektrischen Eigenschaf ten verwendet wird, 
und dass die Detektion von Hybridisierungsereignissen mittels 
eines nicht ohmschen, z.B. kapazitiven Messverf ahrens 
erfolgt. Bei Verwendung von ausreichend groSvolumigen Labels 
an zu erfassenden Partikeln wird in Falle eines 

20 Hybridisierungsereignisses ein elektrolytischer Analyt aus 
dem Umgebungsbereich der Elektroden des Sensor-Elements 
verdrSngt und durch ein Material mit einer deutlich 
unterschiedlichen elektrischen Eigenschaf t ersetzt. Dadurch 
andert sich der Imaginar-Anteil der Impedanz zwischen den 

25 Elektroden, insbesondere die Kapazitat, in signif ikanter 

Weise. Diese Veranderung des kapazitiven Anteils der Impedanz 
wird messtechnisch erf asst. 

Im Unterschied zu dem aus [11] bekannten Verfahren ist es 
30 erf indungsgemaS entbehrlich, dass eine durchgehende 

leitf&hige Verbindung zwischen zwei Messelektroden aufgrund 
von Labeln an zu erfassenden Partikeln hergestellt wird. Dies 
beruht darauf , dass erf indungsgema£ im Unterschied zu [11] 
nicht der ohmsche Widerstand zwischen zwei Elektroden, 
35 sondern eine Veranderung des kapazitiven Anteils der Impedanz 
erf asst wird. Das Ausbilden einer die Elektroden vollstandig 
•Qberbruckenden elektrisch leitfahigen Verbindung ist somit 
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erf indungsgemafi nicht Voraussetzung fur das erfolgreiche 
Detektieren von Hybridisierungsereignissen, da nicht der 
ohmsche Widerstand, sondern der kapazitive Anteil der 
Impedanz erfasst wird. 

Im Unterschied zu [11] 1st es ferner erf indungsgemSS nicht 
zwingend erf orderlich> dass die Elektroden dem 
elektrolytischen Analyten unmittelbar ausgesetzt sind. 
Beispielsweise konnen aufgrund des kapazitiven Messverf ahrens 
der Erfindung die Elektroden mit einer Passivierungsschicht 
bedeckt sein, so dass die Elektroden vor einer negativen 
Beeinf lussung durch einen chemisch moglicherweise aggressiven 
Elektrolyten geschutzt sind. Dadurch ist die Lebensdauer des 
erf indungsgem&Sen Sensor-Elements erhoht. Ferner muss dabei 
kein spezielles Material fur die Elektroden wie z.B. Gold 
verwendet werden, es konnen alle elektrisch leitfahigen 
Materialien verwendet werden, welche z.B. 
herstellungstechnisch giinstiger und preiswerter in den 
Herstellungsprozess eingefugt werden konnen bzw. in diesem 
bereits zur Verfttgung stehen. Im Unterschied zu der Erfindung 
muss gemaS [11] die Elektrode in jedem Fall in elektrischem 
Wirkkontakt mit dem Elektrolyten sein, da ein ohmscher 
Widerstand zwischen den Elektroden erfasst wird. GemaS [11] 
muss ferner nach einem erfolgten Hybridisierungsereignis eine 
Silber-haltige Losung mit den aufgrund der Hybridisierung 
generierten Doppelstrangen in Wirkkontakt gebracht wird, 
wodurch Zwischenbereiche zwischen benachbarten 
Metallkugelchen mit Silber-Material iiberbruckt werden, so 
dass eine elektrisch leitfahige Brucke zwischen den beiden 
Elektroden erzeugt wird. Dieser aufwendige Verf ahrensschritt 
ist bei der erf indungsgemafien Losung entbehrlich. 

Es ist anzumerken, dass die Label mit von dem Analyten 
unterschiedlichen elektrischen Eigenschaf ten beispielsweise 
metallisch leitfahig oder schlecht elektrisch leitfahig sein 
konnen oder eine besonders groSe relative 

Dielektrizitatskonstante aufweisen konnen. Es ist lediglich 
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erf order lich, dass der kapazitive Anteil der Impedanz 
zwischen den Elektroden bei Anwesenheit der Label in einem 
Umgebungsbereich der Elektroden einer signif ikanten Anderung 
unterworfen ist. 

Ein Unterscheidungsmerkmal des erf indungsgem&£en Sensor- 
Elements bei Verwendung metallisch leitfahiger Label zu 
bekannten Sensor-Elementen besteht darin, das im Falle einer 
erfolgreichen Hybridisierung der Komplex-Wi der stand zwischen 
den Elektroden abnimmt, bzw. , wenn nur die kapazitive 
Komponente bedacht wird, der Wert der Kapazitat zunimmt, und 
nicht deren Impedanz zu- bzw. der Wert der kapazitiven 
Komp on en t en abnimmt . 

Aufgrund des Einbringens der Label mit den zu dera Analyten 
unterschiedlichen elektrischen Eigenschaf ten wird im Falle 
eines metallischen Labels aus einem elektrisch gut leitenden 
Material der Verlauf der Feldlinien insbesondere in einem 
Umgebungsbereich der Elektroden massiv beeinflusst. Mit 
anderen Worten ist der Messeffekt sehr gro&. Anstelle 
elektrisch sehr gut leitender Labels oder Beads als 
Labelmolekule konnen auch solche Beads verwendet. werden, die 
zwar einem Shnlichen Durchmesser wie die zuvor beschriebenen 
gut leitenden Beads haben, jedoch eine andere elektrische 
Eigenschaf t. Sofern der elektrische Widerstand solcher Beads 
wesentlich groSer ist als der elektrische Widerstand des 
Elektrolyten und die Dielektrizitatskonstante deutlich 
kleiner ist, ergibt sich bei erf olgreicher Hybridisierung 
eine Abnahme des kapazitiven Anteils der Impedanz. 
Anschaulich ist eine solche Impedanzanderung nicht mit der 
Biindelung der Feldlinien zwischen den Beads wie im Falle 
metallisch leitfahiger Labels, sondern mit einer Verdrangung 
der Feldlinien aus dem durch die elektrisch schlecht 
leitenden Beads mit geringer Dielektrizitatskonstante 
eingenommenen Volumen verbunden. 
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M6glich ist auch, elektrisch schlecht leitfahige Beads oder 
Molekiile zu verwenden, die eine sehr groSe relative 
DielektrizitStskonstante aufweisen. In diesem Falle erfolgt 
bei niedrigen Frequenzen eines anregenden Signals eine 
5 Impedanzzunahme, bei hohen Frequenzen eine Impedanzabnahme . 

Ein Vorteil bei der Verwendung elektrisch schlecht leitender 
Beads besteht darin, dass eine Zunahme der Impedanz auf 
bestimmte Frequenzbereiche eines anregenden Signals begrenzt 
10 sein kann, da auch die dielektrischen Eigenschaf ten der 

betrachteten Beads eine Rolle spielen. Mittels Einstellens 
einer geeigneten Frequenz kann das Verhaltnis der erwiinschten 
kapazitiven Beitrage gegenuber den ohmschen Beitragen optimal 
eingestellt werden. 

15 

Ein anderer Vorteil des erf indungsgemafeen Sensor-Elements 
ist, dass eine besonders geringe Strukturbreite der 
Elektroden nicht erforderlich ist, da der ausgenutzte Effekt 
besonders beim Verwenden metallisch leitfahiger Label sehr 
2 0 stark ausgepragt ist. Daher ist die Herstellung des 

erf indungsgemafien Sensor-Elements mit Standardprozessen und 
ohne teure Spezialprozesse wie Elektronenstrahl-Lithographie 
moglich. 

2 5 Die verwendete Kopplungschemie fur das Immobilisieren von 
Fangermolekulen ist erf indungsgemaS vorzugsweise darauf 
ausgerichtet, nicht nur auf, sondern insbesondere auch 
zwischen den Elektroden eine moglichst gute bzw. dichte 
Immobilisierung der Fangermolekule zu garantieren. Die 

30 Qualitat der Immobilisierung auf den Elektroden ist von eher 
untergeordneter Bedeutung. Sofern der erf indungsgema&e Sensor 
auf Basis eines Silizium-Substrats (z.B. Wafer, Chip) 
gefertigt wird, kann die Chipoberf lache zwischen benachbarten 
Sensoren bzw. zwischen benachbarten Elektroden z.B. aus den 

35 Materialien Siliziumoxid und/oder Siliziumnitrid gebildet 
sein. Diese Materialien sind zum Ankoppeln von 

Fangermolekulen ausreichend gut geeignet, daruber hinaus sind 
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diese Materialien in ihrer chemischen Beschaf f enheit leicht 
modif izierbar und optimierbar . Fur die Elektroden-Materialien 
ist z.B. Gold Oder Platin eine gute Wahl . Besonders 
vorteilhaft sind chemisch inerte Materialien (z.B. 
5 Edelmetalle) . Das Sensor-Element der Erf indung ist mittels 
eines robusten und kostengtinstigen Herstellungsprozesses 
f ertigbar . 

Ferner ist es moglich, die Elektroden vergraben oder mittels 
10 einer Dielektrikum-Deckschicht bedeckt vorzusehen. Dadurch 

wird zwischen den Elektroden und oberhalb der Elektroden die 
gleiche Oberfiache erhalten. Folglich muss die verwendete 
Kopplungschemie fur die Immobilisierung der Fcingermolekule 
nur an ein Material angepasst werden. Insbesondere besteht 
15 das gesamte biochemische System aus einer Komponente weniger, 
ist insofern unkomplizierter und erlaubt eine einfachere und 
robustere Auslegung. 

Die Verwendung aktiver CMOS-Chips ist in diesem Falle daher 
20 erfindungsgem&£ ohne groSen Aufwand moglich, da kein CMOS- 
fremdes Metall in einen Prozess integriert werden muss, 
welches die gegebenen biologischen Anf orderungen erfiillt 
(z.B. Gold) . 

25 Bei Realisierung der Elektroden als vergrabene Elektroden 

erreicht man ferner eine vollkommene galvanische Trennung von 
Elektrolytpotential und Elektrodenpotentialen. Dies ist von 
Vorteil, wenn ein Gesamt system aus Elektrolyt, 
potentialgebenden schaltungstechnischen Komponenten ftlr den 

30 Elektrolyten, Sensoren, und Sensorsignale auswertenden 
Schaltungen realisiert wird. Jede einzelne von diesen 
Komponenten kann wahlweise On-Chip oder Off -Chip vorgesehen 
sein. 

3 5 Bevorzugte Weiterbildungen der Erf indung ergeben 
sich aus den abhangigen Ansprtichen. 
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Das Sensor-Element kann eine elektrische isolierende Schicht 
zwischen den Elektroden und den Fangermolekulen und/oder auf 
Bereichen des Substrats zwischen den Elektroden aufweisen. In 
diesem Fall sind die Elektroden von dem Elektrolyten 
galvanisch getrennt, unerwtinschte elektrochemische Umsatze an 
den Elektroden werden vermieden und die Elektroden sind vor 
einem chemisch moglicherweise aggressiven Elektrolyten 
geschiitzt . 

Die F&ngermolekiile k6xmen einerseits auf oder iiber den 
Elektroden und andererseits zwischen den Elektroden 
immobilisiert sein. Bei einem Immobilisieren des 
Zwischenraums zwischen den Elektroden auf dem Substrat ist 
eine starke Veranderung des kapazitiven Anteils der Impedanz 
und eine hohe Nachweissensitivitat erreichbar. 

Das Sensor-Element kann als Biosensor-Element eingerichtet 
sein, insbesondere zum Erfassen von DNA-Molekulen, Proteinen, 
Oligonukleotiden, etc. 

Vorzugsweise ist das erf indungsgemaSe Sensor-Element als 
monolithisch integriertes Sensor-Element eingerichtet. In 
diesem Falle konnen in dem Substrat (z.B. Silizium-Waf er oder 
Silizium-Chip) elektrische Komponenten zum Ansteuern bzw. 
Auslesen des Sensor-Elements integriert sein. Somit kann das 
erf indungsgemaSe Sensor-Element mit den Vorzugen der modernen 
Silizium-Mikroelektronik realisiert werden, was eine erh5hte 
Integrationsdichte und eine besonders hohe 
Nachweissensitivitat (beispielsweise aufgrund des 
Digitalisierens und/oder Vorverstarkens des Messsignals On- 
Chip) ermoglicht. 

Das Sensor-Element kann zwei Elektroden aufweisen, und die 
Erf ass-Einrichtung kann zum Erfassen eines elektrischen 
Wechselstromsignals infolge eines zwischen den beiden 
Elektroden angelegten Wechselspannungssignals eingerichtet 
sein. Die beiden Elektroden konnen beispielsweise als 
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Interdigitalelektroden (siehe Fig.l) oder als nebeneinander 
oder ineinander angeordnete flachige Elektroden eingerichtet 
sein. Mittels der Erf ass-Einrichtung kann ein elektrisches 
Wechselspannungssignal angelegt werden, und es kann ein 
5 infolge eines Hybridisierungsereignisses aufgrund der 

Anwesenheit der Label ver&nderter Sensors trom erfasst werden, 
um die kapazitive Komponente der Impedanz zu ermitteln. 

Das Sensor-Element kann zwei Paare von Elektroden aufweisen, 
10 und die Erf ass-Einrichtung kann zum Erfassen eines 

Stromsignals an einem der Paare und zum Erfassen eines 
Spannungs signals an dem anderen der Paare eingerichtet sein. 
Somit kann das Sensor-Element als Vierpolsensor mit zwei 
Force- und zwei Sense-Elektroden realisiert sein (vgl . Fig. 11 
15 bis Fig.l2B) . 

Die Fangermolekiile konnen in einem derartigen Abstand 
voneinander angeordnet sein und/ oder die Label konnen eine 
derartige Dimension aufweisen, dass bei 

20 Hybridisierungsereignissen der Bereich zwischen den 

Elektroden von einer durchgehenden Uberbruckung durch die 
Label frei ist. Im Unterschied zu dem aus [11] bekannten 
Verfahren ist es somit erf indungsgemafc nicht erf order lich, 
dass eine durchgehende elektrisch leitf&hige Verbindung 

25 zwischen den Elektroden mittels der Label realisiert ist. 
Auch mittels einer teilweisen Verdrangung des Elektrolyten 
aus dem Bereich zwischen den Elektroden aufgrund der Label 
der zu erfassenden Partikel ist eine ausreichend starke 
Anderung des kapazitiven Anteils der Impedanz erreichbar, um 

30 ein messtechnisch auswertbares Signal zu erhalten. 

Die Label konnen aus einem elektrisch isolierenden Material 
gebildet sein. Insbesondere konnen die Label eine relative 
Dielektrizitatskonstante aufweisen, die gro£er ist als eine 
35 relative Dielektrizitatskonstante des Analyten. 
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Alternativ konnen die Label aus einem elektrisch leitfahigen 
Material gebildet sein. Insbesondere konnen die Label aus 
metallischen Kugelchen mit Dimensionen im Nanometerbereich 
gebildet sein. 

5 

Ferner ist moglich, einen Teil der Label aus einen elektrisch 
leitfahigen Material und einen anderen Teil der Label aus 
einem dielektrischen Material vorzusehen. 

10 Ausgestaltungen des Sensor-Elements gelten auch fur das 

Sensor-Array und fur das Verfahren zum Erfassen von in einem 
Analyten moglicherweise enthaltenen Partikeln. 

Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung sind in den Figuren 
15 dargestellt und werden im Weiteren naher erlautert . 



Es zeigen: 

Figur 1 eine Draufsicht und ein Querschnittansicht , 
20 aufgenommen entlang der in Figur 1 gezeigten 

Schnittlinie I-I ' , eines Biosensor-Elements gemaS dem 
Stand der Technik, 



Figuren 2A, 2B Querschnittsansichten eines Teilbereichs des 
25 in Figur 1 gezeigten Biosensor-Elements in zwei 

unterschiedlichen Betriebszustanden, 

Figur 3 einen Teilbereich des Biosensor-Elements aus Figur 1 
mit einem symmetrischen Feldlinienverlauf , 

30 

Figuren 4A, 4B erste und zweite Ersatzschaltbilder eines 
Teilbereichs des Biosensor-Elements aus Figur 1, 



Figuren 5A bis 5D andere Ersatzschaltbilder eines 
35 Teilbereichs des Biosensor-Elements aus Figur 1, 
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Figuren 6A, 6B vergrofierte Darstellungen eines Teilbereichs 
des Biosensor-Elements aus Figur 1, 

Figuren 7A, 7B schematische Ansichten von Biosensor-Elementen 
5 gema£ dem Stand der Technik mit unterschiedlichen 

Strukturdimensionen, 

Figuren 8A, 8B ein Biosensor-Element gemafe einem ersten 
Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung in zwei 
10 unterschiedlichen Betriebszustanden, 

Figur 9A, 9B schematische Ansichten des elektrischen 

Feldverlaufs des in Figur 8A, 8B gezeigten Biosensor- 
Elements gemafi dem ersten Ausfuhrungsbeispiel der 
15 Erfindung in den beiden Betriebszustanden, 

Figuren 10A, 10B ein Biosensor-Element gemaS einem zweiten 
Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung in zwei 
unterschiedlichen Betriebszustanden, 

20 

Figur 11 eine Ansicht eines Biosensor-Elements gemaS einem 
dritten Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung, 

Figuren 12A, 12B unterschiedliche Ansichten eines Biosensor- 
25 Elements gemafc einem vierten Ausfuhrungsbeispiel der 

Erfindung . 

Gleiche oder ahnliche Komponenten in unterschiedlichen 
Figuren sind mit gleichen Bezugszif f ern versehen. 

30 

Die Darstellungen in den Figuren sind schematisch und nicht 
ma£stablich. 

Im Weiteren wird bezugnehmend auf Fig.8A, Fig-8B ein 
35 Biosensor-Element 800 gema£ einem ersten Ausfuhrungsbeispiel 
der Erfindung beschrieben. 
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Das Biosensor-Element 800 zum Erfassen von in einem Analyten 
moglicherweise enthaltenen DNA-Halbstrangen weist ein 
Silizium-Substrat 801 auf . Auf und in dem Silizium-Substrat 
801 sind eine erste Gold-Elektrode 802 und eine zweite Gold- 
Elektrode 803 gebildet. In dem Silizium-Substrat 801 ist eine 
Erfass-Einrichtung 804 monolithisch integriert. Mittels der 
Erfass-Einrichtung 804 ist zwischen die Elektroden 802, 803 
eine Wechselspannung anlegbar und ein resultierendes 
Wechselstromsignal erfassbar. Aus dem detektierten 
Wechselstromsignal kann mittels der Erf ass-Einrichtung der 
Wert des kapazitiven Anteils der Impedanz bzw. die 
Veranderung eines solchen Wertes aufgrund eines 
Hybridisierungsereignisses erfasst werden. Ein solches 
Sensorsignal wird von der Erfass-Einrichtung 804 „On-Chip" in 
dem Silizium-Substrat 801, d.h. ortsnah zu dem 
Sensorereignis, vorverarbeitet und verstarkt und mittels 
einer vergrabenden Kommunikationsleitung 805 an eine 
beziiglich des Silizium-Substrats 801 externe Auswerteeinheit 

806 (Off-Chip realisiert) ubermittelt. 

Sowohl auf den Gold-Elektroden 802, 803 als auch auf dem 
Bereich des Silizium-Substrats 801 zwischen den Gold- 
Elektroden 802, 803 sind DNA-Halb strange als Fangermolekule 

807 immobilisiert . 

Fig.8A zeigt das Biosensor-Element 800 in einem ersten 
Betriebszustand, bevor das Biosensor-Element 800 mit einem 
m5glicherweise zu erfassende Partikeln enthaltenen Analyten 
in Kontakt gebracht ist. 

Fi.g.8B zeigt das Biosensor-Element 800, nachdem es mit einem 
elektrolytischen Analyten 808 in Kontakt gebracht worden ist. 
Der Analyt 808 enthait zu den Fangermolektilen 807 
komplementare DNA-Halbstrange als zu erfassende Partikel 809. 
An die zu erfassenden Partikel 809 sind elektrisch gut 
leitfahige Gold-Label 810 als Label mit im Vergleich zu dem 
Elektrolyten deutlich unterschiedlichen elektrischen 
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Eigenschaf ten gebunden. Bei dem in Fig.8B gezeigten Szenario 
sind die Basensequenzen der Fangermolekule 807 und der zu 
erfassenden Partikel 809 zueinander komplementar , so dass es 
zu Hybridisierungsereignissen kommt („Match"). Falls die 
Basensequenzen von Fangermolekulen 807 und zu erfassenden 
Partikeln 809 zueinander nicht komplementar sind, erfolgt 
keine Hybridisierung ( „Mismatch w , nicht gezeigt) . Nach 
erfolgter Hybridisierung sind, wie in Fig.8B gezeigt, die 
Umgebungsbereiche der Elektroden 802, 803 teilweise von den 
Gold-Labeln 810 eingenommen . 

Es ist anzumerken, dass in Fig.8A, Fig.8B der Abstand 
benachbarter Fangermolekule 807 voneinander typischerweise in 
der GroJSenordnung von 10 Nanometern liegt, die Ausdehnung der 
Gold-Label 810 liegt typischerweise im Bereich von 2 bis 7 
Nanometern. Aufgrund der hybridisierungsbedingten 
elektrodennahen Anwesenheit der Gold-Label 810 mit von dem 
Analyten 808 unterschiedlichen elektrischen Eigenschaf ten 
wird der kapazitive Anteil der Impedanz zwischen den 
Elektroden 802, 803 stark verandert. 

Die Fangermolekule 807 sind nicht nur auf den Elektroden 802, 
803, sondern auch auf den Zwischenraumen zwischen den 
Elektroden 802, 803 immobilisiert. Die zu erfassenden 
Partikel 809 sind mit den Gold-Labeln 810 versehen und mit 
den Fangermolekulen 807 hybridisiert . Daher entsteht oberhalb 
der Elektroden 802, 803 und in den Zwischenraume zwischen den 
Elektroden 802, 803 ein Bereich, innerhalb welchen ein 
erheblicher Teil des Volumens mit den metallisch leitfahigen 
Gold-Labeln 810 ausgefullt sind. Je nach Durchmesser der 
Gold-Label 810 und je nach der Dichte der immobilisiert en und 
hybridisiert en Molekule 807, 809 kann in Teilbereichen 811 
aufgrund einer Beruhrung benachbarter Gold-Label 810 auch 
eine elektrisch leitende Verbindung entstehen. Allerdings ist 
dies nicht Voraussetzung fttr die Detektierbarkeit eines 
Sensorereignisses, da nicht ein ohmscher Widerstand, sondern 
der kapazitive Anteil einer Impedanz erfasst wird. Mittels 
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Einbringens des elektrisch gut leitfahigen Materials der 
Gold-Label 810 wird der Verlauf der Feldlinien in einem 
Umgebungsbereich der Elektroden 802, 803 massiv beeinflusst, 
d.h. der Messeffekt ist gro£ und die Nachweissensitivitat 
wird erheblich verbessert. 

In Fig,9A ist schematisch der Verlauf der Feldlinien bei dem 
Sensor-Element 800 vor einem Hybridisierungsereignis gezeigt . 
In Fig.9A ist ein erster Verlauf elektrischer Feldlinien 901 
zwischen Symmetrielinien 900 gezeigt. 

Ferner ist in Fig.9B der Verlauf der Feldlinien bei dem 
Sensor-Element 800 nach erfolgtem Hybridisierungsereignis 
schematisch gezeigt. In Fig.9B ist ein Szenario gezeigt, 
nachdem ein die zu erfassende Partikel 809 erhaltener Analyt 
808 mit dem Sensor-Element 800 in Wirkkontakt gebracht worden 
ist. Nach einer Hybridisierung zwischen den Fangermolekulen 
807 und den zu erfassenden Partikeln 809 (nicht gezeigt in 
Fig.9B) sind mit den zu erfassenden Partikeln 809 gekoppelte 
Gold-Label 810 in einem Umgebungsbereich der Elektroden 802, 
803 angeordnet, wodurch es zu einer erheblichen Verzerrung 
der elektrischen Feldlinien kommt, was in dem schematischen 
zweiten elektrischen Feldlinienverlauf 902 gezeigt ist. Da 
die Gold-Beads 810 Aquipotentialbereiche sind, stehen die 
Feldlinien 902 auf den Oberflachen der Gold-Label 810 
orthogonal. Es kommt zu einer erheblichen Verdichtung der 
Feldlinien in einem Umgebungsbereich der Elektroden 802, 803, 
so dass der kapazitive Anteil der Impedanz zwischen den 
Elektroden 802, 803 aufgrund des Sensorereignisses erheblich 
verandert wird. 

Im Weiteren wird bezugnehmend auf Pig.lOA, Fig.lOB ein 
Biosensor-Element gemaS einem zweiten Ausfuhrungsbei spiel der 
Erfindung beschrieben. 

Das in Fig.lOA, Fig.lOB gezeigte Sensor-Element 1000 
unterscheidet sich von dem in Fig.8A bis Fig.9B gezeigten 
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Sensor-Element 900 im Wesentlichen dadurch, dass anstelle von 
Gold-Labeln 810 die zu erfassenden Partikel 809 elektrisch 
isolierende Label 1002 aufweisen, und dass die Elektroden 
802, 803 nicht an der Oberflache des Biosensor-Elements 1000 
angeordnet sind, sondern von dieser durch eine 
Siliziumnitrid-Passivierungsschicht 1001 getrennt sind. Auf 
der Passivierungsschicht 1001 in Bereichen oberhalb der 
Elektroden 802, 803 und zwischen den Elektroden 802, 803 sind 
wiederum Fangermolekule 807 angeordnet. Bevor das Biosensor- 
Element 1000 mit einem moglicherweise zu erfassende Partikel 
enthaltenen Analyten in Kontakt gebracht wird, befindet sich 
das Biosensor-Element 1000 in dem Betriebszustand von 
Fig. 10A. 

Nachdem das Biosensor-Element 1000 mit einem zu erfassende 
Partikel 809 enthaltenen Analyten in Kontakt gebracht ist, 
kann infolge von kontplement^ren Basensequenzen der 
Fangermolekule 807 und der zu erfassenden Partikel 809 ein 
Hybridisierungsereignis stattfinden, wie in Fig.lOB gezeigt. 
Abweichend von dem in Fig.8A bis Fig.9B gezeigten Biosensor- 
Element 800 sind bei dem Biosensor-Element 1000 an den zu 
erfassenden Partikeln 809 elektrisch isolierende Label 102 
angebracht. Infolge eines Hybridisierungsereignisses wird 
somit ein Umgebungsbereich der Elektroden 802, 803 mit 
elektrisch isolierenden Labeln 1002 besetzt, welche Material 
des elektrisch leitfShigen elektrolytischen Analyten aus 
einem Umgebungsbereich der Elektroden 802 , 803 verdrangen. 
Aufgrund der elektrisch isolierenden Eigenschaft der 
elektrisch isolierenden Label 1002 werden somit die 
elektrischen Eigenschaf ten in dem Bereich zwischen den 
Elektroden 802, 803 signifikant modifiziert, so dass sich der 
Wert eines Sensorstroms bei Anlegen eines elektrischen 
Wechselspannungssignals zwischen die Elektroden 802, 803 
aufgrund einer veranderten kapazitiven Komponente der 
Impedanz zwischen den Elektroden 802, 803 signifikant andert. 
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Im Weiteren wird bezugnehmend auf Pig. 11 ein Biosensor- 
Element 1100 gem&£ einem dritten Ausfuhrungsbeispiel der 
Erfindung beschrieben. 

Bei dem Biosensor-Element 1100 in Fig. 11 sind in einem 
Silizium-Substrat 801 eine erste Force-Elektrode 1101 und 
eine zweite Force-Elektrode 1102 integriert. Ferner sind eine 
erste Sense-Elektrode 1103 und eine zweite Sense-Elektrode 
1104 in dem Silizium-Substrat 801 integriert. Mittels einer 
Spannungs-Erfasseinheit 1105 zwischen den ersten und zweiten 
Sense-Elektroden 1103, 1104 kann eine Spannung zwischen 
diesen beiden Sense-Elektroden 1103, 1104 erfasst werden. 
Zwischen den Force-Elektroden 1101, 1102 kann mittels einer 
Strom-Erfasseinheit 1106 ein Messstrom zwischen den Force- 
Elektroden 1101, 1102 erfasst werden. Mittels einer 
Ladungstragerquelle 1107 konnen elektrische Ladungstrager 
eingespeist werden. Auf den Elektroden 1101 bis 1104 und auf 
den Bereichen des Silizium-Substrat 801 zwischen jeweils 
benachbarten Elektroden 1101 bis 1104 ist eine 
Siliziumnitrid-Passivierungsschicht 1001 vorgesehen. Auf der 
Siliziumnitrid-Passivierungsschicht 1001 sind Fangermolekule 
807 immobilisiert . Nach Zugeben eines zu erfassende Partikel 
809 enthaltenen Analyten zu dem Sensor-Element 1001 erfolgen, 
falls die Fangermolekule 807 zu den zu erfassenden Partikeln 
809 komplementar sind, Hybridisierungsereignisse . An die zu 
erfassenden Partikeln 809 sind Gold-Label 810 angebracht. 
Aufgrund der Anwesenheit der elektrisch gut leitenden Gold- 
Label 810 in einem Umgebungsbereich der Elektroden 1101 bis 
1104 werden die elektrischen Eigenschaf ten verandert und 
somit die Impedanz zwischen den Elektroden verandert. 

In Fig.l2A ist ein im Vergleich zu Fig. 11 modif iziertes 
Biosensor-Element 1200 gemaS einem vierten 

Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung ohne Dielektrikum xiber den 
Elektroden 1101 bis 1104 gezeigt. 
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Ferner ist in Fig.l2B ein Ersatzschaltbild 1210 mit den 
schaltungstechnischen Komponenten des Biosensor-Elements 1200 
gezeigt* Wie Fig.l2B zu entnehmen ist, k5nnen Kapazitat und 
ohmscher Widerstand der ersten Force-Elektrode 1101 mittels 
einer Parallelschaltung aus einer ersten Force-Kapazitat C f 
1211 und einem ersten ohmschen Force-Widerstand R f 1212 
modelliert werden. Kapazitaten und ohmscher Widerstand der 
zweiten Force-Elektrode 1102 werden mittels einer 
Parallelschaltung aus einer zweiten Force-Kapazitat C f 1213 
und einem zweiten ohmschen Force-Widerstand R f 1214 
simuliert. Die Kapazitaten und der ohmsche Widerstand der 
ersten Sense-Elektrode 1103 wird mittels einer 
Parallelschaltung aus einer ersten Sense-Kapazitat C s 1215 
und einem ersten ohmschen Sense -Wider stand R g 1216 
modelliert. Kapazitat und ohmscher Widerstand der zweiten 
Sense-Elektrode 1104 werden mittels einer Parallelschaltung 
aus einer zweiten Sense-Kapazitat C s 1217 und einem zweiten 
ohmschen Sense-Widerstand R s 1218 simuliert, Ferner 
modellieren eine erste Elektrolyt-Kapazitat C E(f -s) 1219 und 
ein dazu parallel geschalteter erster ohmscher Elektrolyt- 
Widerstand R E <f-s) 1220 Kapazitat und ohmschen Widerstand des 
Systems aus erster Force-Elektrode 1211, erster Sense- 
Elektrode 1103 und dem dazwischen befindlichen Elektrolyten. 
In analoger Weise modellieren die zweite- Elektrolyt-Kapazitat 
C E {s-s) 1221 und der dazu parallel geschaltete zweite ohmsche 
Elektrolyt-Widerstand R E{S - S ) 1222 Kapazitat und ohmschen 
Widerstand des Systems aus der ersten Sense-Elektrode 1103, 
der zweiten Sense-Elektrode 1104 und dem dazwischen 
befindlichen Elektrolyten. Kapazit&t und ohmscher Widerstand 
des Systems aus der zweiten Sense-Elektrode 1104 und der 
zweiten Force-Elektrode 1102 sowie das dazwischen 
befindlichen Analyten wird mittels der zueinander parallel 
geschalteten dritten Elektrolyt-Kapazitat C E(s -f) 1223 und dem 
dritten ohmschen Elektrolyt-Widerstand R E < s -f> 1224 modelliert. 

Der Zweck dieser aus Force-Elektroden 1101, 1102 und Sense- 
Elektroden 1103, 1104 gebildeten Struktur ist die 
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Charakterisierung der Eigenschaf ten der Elemente C E ( S -s) und 
Re(s-s) • Hybridisierungsbedingte Anderungen der Elemente C s und 
R s , welche den Zugang zur Messquelle bilden, beeinflussen das 
Messergebnis bei hinreichend hochohmigen Eingangen der 
Messquelle nicht . Ferner spielen bei Ausnutzung des 
Vierpolprinzips aus Fig. 11 bis Fig-12B 

hybridisierungsbedingte Anderungen der Elemente C S / Rf, 
C E( f- S ), R B {f-8), C E ( S -f) und R E(s -f) keine Rolle, wenn der in die 
Struktur eingepragte oder flieSende Strom und der gemessene 
Spannungsabfall zwischen den Sense-Elektroden bekannt ist. 

Es ist moglich, die erf indungsgemaSen Sensor-Elemente aus 
Fig. 11 bis Fig.l2B mit an zu erfassenden Partikeln gebundenen 
Labeln mit einem Vierpolverf ahren mit oder ohne Dielektrikum 
1101 ixber den Elektroden 1101 bis 1104 zu verwenden. Wie in 
Fig. 11 bis Fig.l2B gezeigt, sind die Fangermolekule 807 auch 
in den Zwischenraumen zwischen den Elektroden 1101 bis 1104 
immobilisiert . Da im Falle erf olgreicher Hybridisierung der 
GroSteil der Feldlinien in das durch Hybridisierung und daher 
durch das Vorhandensein der Label 810 gekennzeichnete Volumen 
gezwungen wird, zielt das Vierpolverf ahren in diesem Falle 
nicht auf die Charakterisierung von Eigenschaf ten, die 
raumlich eher mit dem Volumen des Elektrolyten assoziiert 
werden, sondern auf einen schmalen Bereich 1108 oberhalb der 
Oberflache des Biosensor-Elements 1100 zwischen den Sense- 
Elektroden 1103, 1104 ab. Vorteilhaft an den 
Vierpolimpedanzverf ahren gegenuber einem 

Zweipolimpedanzverfahren (vergleiche Fig.8A bis Fig.lOB) ist, 
dass die Elektroden selbst kein Einfluss auf das Messergebnis 
haben, sondern im Wesentlichen nur die Impedanz zwischen den 
Elektroden (sensitiver Bereich 1108 in Fig.llA). 
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Patent ansp ruche : 

1 . Sensor-Element zum Erf assen von in einem Analyten 
moglicherweise enthaltenen Partikeln, 

• mit einem Substrat; 

• mit mindestens zwei Elektroden in und/oder auf dem 
Substrat ; 

• mit an einem Oberf lachenbereich des Substrats 
immobilisierten Fangermolekaien, die derart eingerichtet 
sind, dass sie mit in einem Analyten moglicherweise 
enthaltenen zu erfassenden Partikeln hybridisieren, 
welche Partikel ein Label aufweisen, das von dem 
Analyten unterschiedliche elektrische Eigenschaf ten 
aufweist; 

• mit einer mit den Elektroden gekoppelten Erfass- 
Einrichtung zum Erfassen einer Veranderung des 
kapazitiven Anteils der Impedanz zwischen den Elektroden 
aufgrund infolge eines Hybridisierungsereignisses in 
einem Umgebungsbereich der Elektroden bef indlicher 
Label . 

2. Sensor-Element nach Anspruch 1, 

mit einer elektrisch isolierenden Schicht zwischen den 
Elektroden und den Fangermolekulen und/oder auf Bereichen des 
Substrats zwischen den Elektroden. 

3 . Sensor-Element nach Anspruch 1 oder 2 , 

bei dem die Fangermolekule einerseits auf oder liber den 
Elektroden und andererseits zwischen den Elektroden 
immobilisiert sind. 

4. Sensor-Element nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
eingerichtet als Biosensor-Element. 

5. Sensor-Element nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
eingerichtet als monolithisch integriertes Sensor-Element. 
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6. Sensor-Element nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
das zwei Elektroden aufweist, und bei dem die Erfass- 
Einrichtung zum Erfassen eines Wechselstromsignals infolge 
eines zwischen zwei Elektroden angelegten 
Wechselspannungssignals eingericlitet ist. 

7. Sensor-Element nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 

das zwei Paare von Elektroden aufweist, und bei dem die 
Erfass-Einrichtung zum Erfassen eines Stromsignals an einem 
der Paare und zum Erfassen eines Spannungs signals an dem 
anderen der Paare eingerichtet ist. 

8. Sensor-Element nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
bei dem die Fangermolekxile in einem derartigen Abstand 
voneinander angeordnet sind und/oder bei dem die Label eine 
derartige Dimension aufweisen, dass bei 
Hybridisierungsereignissen der Bereich zwischen den 
Elektroden von einer durchgehenden Uberbruckung durch die 
Label frei ist. 

9. Sensor-Element nach einem der Anspruche 1 bis 8, 

bei dem die Label aus einem elektrisch isolierenden Material 
gebildet sind. 

10. Sensor-Element nach einem der Anspruche 1 bis 9, 

bei dem die Label eine relative Dielektrizitatskonstante 
aufweisen, die groiSer ist als eine relative 
Dielektrizitatskonstante des Analyten. 

11. Sensor-Element nach einem der Anspruche 1 bis 9, 

bei dem die Label eine relative Dielektrizitatskonstante 
aufweisen, die kleiner ist als eine relative 
Dielektrizitatskonstante des Analyten. 

12. Sensor-Element nach einem der Anspruche 1 bis 8, 

bei dem die Label aus einem elektrisch leitfahigen Material 
gebildet sind. 
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13 . Sensor-Element nach Anspruch 12 , 

bei dem die Label aus metallischen Kugelchen mit Dimensionen 
im Nanometer-Bereich gebildet sind. 

14 . Sensor-Array 

mit einer Mehrzahl von in und/oder auf dem Substrat 
gebildeten Sensor-Elementen nach einem der Anspruche 1 bis 
13. 

15 . Verfahren zum Erf assen von in einem Analyten 
moglicherweise enthaltenen Partikeln, 

• mit einem Sensor-Element 
o mit einem Substrat; 

o mit mindestens zwei Elektroden in und/oder auf dem 
Substrat ; 

o mit an einem Oberf lachenbereich des Substrats 
immobilisierten F&ngermolekulen, die derart 
eingerichtet sind, dass sie mit in einem Analyten 
moglicherweise enthaltenen zu erfassenden Partikeln 
hybridisieren, welche Partikel ein Label aufweisen, 
das von dem Analyten unterschiedliche elektrische 
Eigenschaf ten aufweist; 

o mit einer mit den Elektroden gekoppelten Erfass- 
Einrichtung zum Erfassen einer Veranderung des 
kapazitiven Anteils der Impedanz zwischen den 
Elektroden aufgrund infolge eines 
Hybridisierungsereignisses in einem 

Umgebungsbereich der Elektroden befindlicher Label; 
• wobei gemafi dem Verfahren 

o der Analyt mit den an dem Oberf lachenbereich des 
Substrats immobilisierten FSngermolekulen in 
Wirkkontakt gebracht wird derart, dass die 
Fangermolekule mit in dem Analyten moglicherweise 
enthaltenen zu erfassenden Partikeln hybridisieren, 
welche Partikel ein Label aufweisen, das von dem 
Analyten unterschiedliche elektrische Eigenschaf ten 
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aufweist ; 

o mittels der mit den Elektroden gekoppelten Erfass- 
Einrichtung eine Veranderung des kapazitiven 
Anteils der Impedanz zwischen den Elektroden 
aufgrund infolge eines Hybridisierungsereignisses 
in einem Umgebungsbereich der Elektroden 
befindlicher Label erfasst wird* 
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FIG 2A Stand der Technik 




FIG 2B Stand der Technik 104 

/ 



,203,203, 
203' I ' I ' 

i w 




WO 2005/001479 



3/11 



PCTYDE2004/000978 




2005/001479 



PCT/DE2004/000978 




WO 2005/001479 



PCT/DE2004/000978 



6/11 

tm 



CNl 



"iE CO 
JZ CD 
O CNJ 



O 
,CD 



CD 

-a 



-S3 

an 



cn 

CO 



o 

.0 



CNJ to 



CD V v 



CNJ 



•CD 
CvJ 



CNJ 



CVJ 



O 
.CD 



CD 
"O 

"O 
CZ 

00 

CO 
CD 



o 
o 



CD -O 
CNJ 2? 

H » 

CO 



CNl 
. CD 



•CD 
CNJ 



WO 2005/001479 



8/11 



PCT/DE2004/000978 



CD 

CD 
OO 



CD 




OQ NIMH 




I* 



WO 2005/001479 



9/11 



PCT/DE2004/000978 



FIG 9A 



802 



FIG 9B 

900 -xj 



\ — c 

/ V 807 807 



801 



800 




803 



800 
900 



810 810 



9 °k 810! 810 810 810 810 810 810l 810 8 1 




WO 2005/001479 



PCT/DE2004/000978 





WO 2005/001479 



11/11 



PCT/DE2004/000978 




FIG12B 

RE(f-s) R E(s-s) R E(s-f) 
1220 P=^ _ 1222-n £ 1224- 



1210 




CE(f-s) 
1215 



CE(s-s) 
1217 



1211 1215 1217 1213 

c)f J^Rf Cs^Bs ^R S ffi K 

11212 I 1216 I 1218 l 1214 



CE(s-f) 
1213 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER , 

IPC 7 G01N33/58 C12Q1/68 G01N27/02 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



Interatrial Application No 

PCT7DE2004/000978 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 601N C12Q 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

EPO-Internal , BIOSIS, INSPEC, COMPENDEX 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



ET AL) 



US 5 922 537 A (BOGLE GAVIN T 
13 July 1999 (1999-07-13) 
column 3, line 66 - column 5, 
figure 2; table 8 
column 8, line 62 - column 9, 
table 8 
column 11, lines 50-65 
column 14, lines 20-66; figures 3,4 



1-15 



line 5; 
line 2; 



US 6 440 662 Bl (ROSSAU RUDI ET AL) 

27 August 2002 (2002-08-27) 

column 10, lines 13-52; figures 2,6A,6B 

US 4 794 089 A (MROCZKOWSKI SUSAN J ET 
AL) 27 December 1988 (1988-12-27) 
column 4, line 41 - column 5, line 16; 
figure 3 

-/~ 



1-14 



1-15 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent family members are listed in annex. 



* Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

*E' earfier document but published on or after the International 
filing date 

"L" document which may throw doubt3 on priority claim (s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

'P* document pubflshed prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T later document published after the international filing date 
or priority date, and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory, underlying the 
invention 

■X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

•Y" document of particular relevance; the claimed Invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



20 August 2004 



Date of mailing of the international search report 



31/08/2004 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 581 6 Patenttaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 
Tel (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nt, 
Fax (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Wllhelm, J 



Form PCT/ISA/21 0 (second sheet) (January 2004) 



BEST AVAILABLE COPY 

INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

^■formation on patent family members 



Intenfknal Application No 

PCT%E2004/000978 



Patent document 
cited In search report 


Publication 
! date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 



US 5922537 



13-07-1999 AU 
WO 



4859797 A 
9821587 Al 



03-06-1998 
22-05-1998 



US 6440662 Bl 27-08-2002 



AT 


271219 T 


15-07-2004 


AU 


719454 B2 


11-05-2000 


AU 


1066997 A 


27-06-1997 


DE 


69632921 Dl 


19-08-2004 


EP 


0876601 Al 


11-11-1998 


JP 


2000501503 T 


08-02-2000 


CA 


2238003 Al 


12-06-1997 


WO 


9721094 Al 


12-06-1997 



US 4794089 A 27-12-1988 CA 1256495 Al 27-06-1989 

EP 0241771 A2 21-10-1987 

JP 2551575 B2 06-11-1996 

JP 63011861 A 19-01-1988 

US 5137827 A 11-08-1992 

US 5284748 A 08-02-1994 



WO 0025136 


A 


04-05-2000 IL 


126776 A 


30-04-2001 






AU 


759205 B2 


10-04-2003 






AU 


6485999 A 


15-05-2000 






CA 


2348415 Al 


04-05-2000 






CN 


1331800 T 


16-01-2002 






EP 


1125128 Al 


22-08-2001 






WO 


0025136 Al 


04-05-2000 






JP 


2002528098 T 


03-09-2002 






US 


2004033626 Al 


19-02-2004 



Foim PCT/1SA/210 (patent family annex) (January 20O4) 



BEST AVAILABLE COPY 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 






■men 

PC* 


■pnates AKtenzeicnen 

T)E2004/000978 


A. KLASSIFIZERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 G01N33/58 C12Q1/68 G01N27/02 






Nach der Intemationalen Patentklassffikation (IPK) oder nach der nafionalen Klassffikation und der IPK 






B. RECHERCHERTE GEBIETE 


RecherchlerterMlndestprilfstoff (Klassifikationssystem und Kiassifikationssymbole ) 

IPK 7 G01N C12Q 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Verdffenitichungen, sovvetl dies© unter die recnerchlerten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultlerte etektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , BIOSIS, INSPEC, COMPEMDEX 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* 


Bezeichnung der VerotTentBchung, sowelt erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden TeBe 


Betr. Anspruch Nr. 


X 


US 5 922 537 A (BOGLE GAVIN T ET AL) 

13. Jtili 1999 (1999-07-13) 

Spalte 3, Zelle 66 - Spalte 5, Zelle 5; 

Abblldung 2; Tabelle 8 

Spalte 8, Zeile 62 - Spalte 9, Zelle 2; 

Tabelle 8 

Spalte 11, Zeilen 50-65 

Spalte 14, Zeilen 20-66; Abbildungen 3,4 


1-15 


X 


US 6 440 662 Bl (ROSSAU RUDI ET AL) 
27. August 2002 (2002-08-27) 
Spalte 10, Zeilen 13-52; Abbildungen 
2,6A,6B 


1-14 


A 


US 4 794 089 A (MR0CZK0WSKI SUSAN 0 ET 
AL) 27. Dezember 1988 (1988-12-27) 
Spalte 4, Zeile 41 - Spalte 5, Zeile 16; 
Abblldung 3 


1-15 



GO 



Weft ere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang PatentfamHie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Ver6ffent(fchungen 
•A 1 VeroTrentlichuna ole den allgemelnen Stand der Technik deflniert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen 1st 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationaten 
Anmeldedatum veroffentHcht worden tst 

•L' Verdffentlichung, die geeignet 1st, einen Prioritatsanspruch zweffelhaft er- 
schelnen zu lassen, oder durch die das VerSffentDchungsdalurn einer 
anderen tm Recherchenbericm genannten Ver6ffentllchung belegt werden 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben 1st (wie 
ausgefDhrt) 

"Cf VeroffentKchung, die stch aut eine mQndliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine AussteUung oder andere MaBnahmen bezieht 
"P* VerOffentllchung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 



T* Spatere Verdffentiichung, die nach dem internationaten Artmeide datum 
Oder dem Priorttatsdaium veroffentHcht worden 1st und mil der 
Anmeldung nicht kollldiert, sonde rn nur zum Verstandnis des der 
Erflndung zugrundeDegenden Prinzips oder der Ihr zugrundeliegenden 
Theorfe angegeben 1st 

*X a VeroffentDchung von besonderer BedeuUing; die beanspruchte Erflndung 
kann alleln aufgrund dteser VerdffentEchung nicht als neu oderauf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

'Y* VerdffentCchung von besonderer Bedeulung; die beanspruchte Erflndung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
warden, wenn die Verdffentlichung mil einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
cfiese Verbindung fur einen Fachmann naheliegendlst 
Verdffentlichung, die Mitgtied derselben PatentfamHie tst 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 

20. August 2004 


Absendadatum des intemationalen Recherchenberichts 

31/08/2004 


Name und Postanschrlft der Intemationalen RecherchenbehSrde 
Europaisches Patentaml. P.B. 5618 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswifc 
TeL (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax (+31-70) 340-3016 


Bevollmachttgter Bediensteter 

Wilhelm, 0 



FoiraWott PCT/ISA^10 (Btatt 2) (Januar 2004) 



BEST AVAILABLE COPY 



INTERN ATIONALEELRECHERCHENBERICHT 

Apgaben zu Ver8ffentlichun^^dle zurselben Patentfamnie gehoren 



Interrogates Aktenzeichen 

PCT/?E2004/000978 



lm Recherchenbericht 




Datum der 




Mitglied(er) der 


Datum der 


gefuhrtes Patentdokurnent 




vtji vjiiwi luiUTiuiiy 




ralfc?l lucimillo 


veruncnuicnuny 


US 5922537 


A 


13-07-1999 


AU 


4859797 A 


03-06-1998 








uo 


9821587 Al 


22-05-1998 


US 6440662 


Bl 


27-08-2002 


AT 


271219 T 


15-07-2004 








AU 


719454 B2 


11-05-2000 








AU 


1066997 A 


27-06-1997 








DE 


69632921 Dl 


19-08-2004 








EP 


0876601 Al 


11-11-1998 








OP 


2000501503 T 


08-02-2000 








CA 


2238003 Al 


12-06-1997 








MO 


9721094 Al 


12-06-1997 


U5 4794089 


A 


27-12-1988 


CA 


1256495 Al 


27-06-1989 








EP 


0241771 A2 


21-10-1987 








OP 


2551575 B2 


06-11-1996 








OP 


63011861 A 


19-01-1988 








US 


5137827 A 


11-08-1992 








US 


5284748 A 


08-02-1994 


WO 0025136 


A 


04-05-2000 


IL 


126776 A 


30-04-2001 








AU 


759205 B2 


10-04-2003 








AU 


6485999 A 


15-05-2000 








LA 


0*> A O A 1 C A 1 

£348415 Al 


04-05-2000 








CN 


1331800 T 


16-01-2002 








EP 


1125128 Al 


22-08-2001 








WO 


0025136 Al 


04-05-2000 








JP 


2002528098 T 


03-09-2002 








US 


2004033626 Al 


19-02-2004 



Fonmblalt PCMSA/210 (Anhang Palentfamllie) {Januar 2004) 



